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First,  the  influence  of  the  polymeric  matrix  and  of  the  PEG  surface  coating  on  the 
physicochemical,  photophysical  and  photobiological  properties  of  nanoparticle  suspensions 
containing  a  physically  entrapped  photosensitizer  has  been  studied.  PEG  coating  confers  a 











consequently,  the  photophysical  properties  of  the  suspension,  although  they  remain 
photophysically active. Physically entrapped photosensitizers are able to induce cell mortality in 
cells  even  if  they  are  aggregated  in  the  nanoparticles,  while  covalently  conjugated 




Finally, we  have  explored  the  potential  of  the  active  targeting  strategy  by  conjugating  the 
cRGDfK peptide to the surface of the nanoparticles. The presence of a PEG side chain is essential 
to achieve an enhanced increase in the photosensitizer delivery into the cell, but unfortunately, 







En  primer  lugar  se  ha  investigado  la  influencia  de  la matriz  polimérica  y  del  recubrimiento 





del  fotosensibilizador. En ambos casos, éste se  localiza en  los  lisosomas en el  interior de  las 
células e induce muerte celular por apoptosis, lo que indica que ambos tipos de nanopartículas 
liberan el fotosensibilizador dentro de la célula. El efecto fototóxico es sin embargo superior y 
más  rápido para  las nanopartículas PEGiladas de  acuerdo  con  las observaciones de oxígeno 
singlete. 
El  papel  de  la  estructura  química  del  fotosensibilizador  en  las  propiedades  fotofísicas  y 
fotobiológicas  de  las  nanopartículas  también  se  ha  investigado.  Los  fotosensibilizadores  no 
metalados se agregan dentro de las nanopartículas, mientras que los metalados restan en forma 
monomérica.  Cuando  éstos  se  unen  covalentemente  a  las  nanopartículas,  sus  propiedades 
químicas  influyen  en  su  localización  en  las mismas  y,  en  consecuencia,  en  las  propiedades 
fotofísicas  de  la  suspensión,  aunque  preservan  sus  propiedades  fotofísicas.  Los 

















amb  PEG  sobre  les  característiques  fisicoquímiques,  fotofísiques  i  fotobiològiques  de 
suspensions amb un fotosensibilitzador atrapat físicament. El recobriment amb PEG confereix 
una major  estabilitat  a  les  nanopartícules  en medi  biològic.  L'oxigen  singlet  generat  en  les 
nanopartícules de PLGA resta confinat en el seu interior, mentre que la presència de PEG facilita 




major  i més  ràpid per a  les nanopartícules PEGilades d'acord amb  les observacions d'oxigen 
singlet. 
El  paper  de  l'estructura  química  del  fotosensibilitzador  en  les  propietats  fotofísiques  i 
fotobiològiques  de  les  nanopartícules  també  s'ha  investigat.  Els  fotosensibilitzadors  no 
metal∙lats s'agreguen dins de les nanopartícules, mentre que els metal∙lats romanen en forma 
monomèrica.  Les  seves  propietats  químiques  també  influeixen  en  la  seva  localització  i,  en 
conseqüència,  en  les  propietats  fotofísiques  de  les  nanopartícules  quan  hi  estan  units 
covalentment, encara que hi siguin  fotofísicament actius. Els  fotosensibilitzadors encapsulats 
són capaços d'induir mortalitat cel∙lular encara que estiguin agregats dins de les nanopartícules, 
mentre que  els que estan units  covalentment no ho  són. Aquest  fet permet  concloure que 
l'alliberament del fotosensibilitzador dins de  la cèl∙lula és crucial per aconseguir una resposta 
fotodinàmica, i que les nanopartícules de PEG‐PLGA no són internalitzades per les cèl∙lules sinó 
que  alliberen  el  fotosensibilitzador  en  la  superfície  cel∙lular,  cosa  que  no  passa  quan  el 
fotosensibilitzador s'uneix covalentment a les nanopartícules. 
Finalment, s'ha examinat el potencial de  la vehiculització activa mitjançant  la conjugació del 






































































































as  the main  objectives  of  this work.  The  basis  of  photodynamic  therapy  as  an 















of  this medical  condition  and urge  the  scientific  community  to  come up with new drugs or 
treatment methods  capable  of  decreasing  these  death  rates  and  improving  life  quality  of 
patients.  
Photodynamic therapy (PDT) is a clinically approved therapeutic modality for the treatment of 
malignant  and  non‐malignant  diseases  as well  as  pathogenic  infections.  It  consists  on  the 
administration of a drug, called photosensitizer (PS), followed by light exposure in the presence 
of oxygen. The combination of  these  three elements, which are not harmful per se,  leads  to 
reactive  oxygen  species  (ROS) which  ultimately  cause  cell  death  via  apoptosis,  necrosis  or 
autophagy. Moreover, PDT not only exerts  its curative effect  through direct phototoxicity  in 






and  can  significantly  improve  quality  of  life with minimal  normal  tissue  toxicity,  negligible 
systemic effects and lack of intrinsic or acquired resistance mechanisms. 
The photodynamic treatment  is a 2‐stage process: first, the PS  is administered to the patient 
either systemically or  locally,  in the absence of  light, and  is  left certain time to accumulate  in 
tumor tissue. When the ratio between PS concentration in malignant tissue respect to that in 
healthy tissue is considered to be maximal, light of appropriate wavelength and dose is delivered 
to  the  specific  tumor  area.5  Selectivity  of  the  treatment  is  thus  achieved  by  specific  PS 












wavelength  range,  called  the optical window,  is between 600‐1200 nm. However,  light of a 
wavelength  longer  than 800 nm  typically does not have enough energy  to excite  the PS and 




A  PS  is  any molecule  that  upon  light  absorption  can  use  the  excitation  energy  to  induce 
photophysical or photochemical reactions to another molecule.7 In the case of PDT, PSs undergo 
photochemical reactions with oxygen to produce ROS.  
Upon absorption of a photon  from an electromagnetic wave,  i.e.  commonly visible  light, an 





to  its  ground  state  (1PS)  through  internal  conversion  or  through  emission  of  a  photon 
(fluorescence). Singlet states are usually very short‐lived (10‐9 to 10‐6 s) since the spin number is 
preserved in both states, and according to the Spin Selection Rules, this is an allowed transition. 




its  triplet  state  ultimately  decays  to  the  ground  state,  either  by  a  radiative  process 










molecular oxygen  (3O2)  in a process called triplet‐triplet annihilation, thus  forming  the highly 





Scheme 1.1.  Jablonski diagram  representing  the energetic states of a PS,  the photophysical processes 






































market over  the  last 25  years after  the  launching of Photofrin®.4 Therefore, despite all  the 
efforts made by the scientific community, there are still some important limitations on the PSs 
developed, especially their insolubility in water at physiological pH or their lack of selectivity for 
targeted  tissue.5  Thus,  third‐generation  PSs,  i.e.  the  association  of  PSs  to multiple‐platform 





As  already  mentioned,  photosensitized  ROS  oxidize  surrounding  cellular  macromolecules, 
leading to an  irreparable cellular damage which triggers tumor cell death by any of the three 
main pathways‐ apoptosis, necrosis or  autophagy.10 The  type of mechanism  involved  in  cell 
death  depends  on  several  factors,  for  instance  treatment  dose,  cell  line  or  subcellular 
localization of the PS.11,12 The latter plays a key role in PDT since 1O2 has a very short lifetime in 
living organisms13,14 and ultimate cellular response largely depends on where the photochemical 
damage  is  produced,  i.e.  the  internalized  PS must  be  localized  near  its  intracellular  target. 
Charge, amphiphilicity and partition coefficients are important parameters of the PS structure 
that  affect  its  main  site  of  intracellular  localization  and  consequently  its  efficiency  and 
mechanism of cell death. For the above reasons, ascertaining the variables that determine the 
final subcellular localization of a PS becomes a key factor for understanding how PDT works and 
what  ultimately  determines  its  efficacy.15–18  A  large  number  of  biochemical  studies  have 






signals  and  is  a  common  cell  death modality  in  cells  treated with  PDT.4 Apoptotic  cells  are 









as  dendritic  cells  or  natural  killer  cells.  These  immunity  cells would  in  turn  segregate  pro‐
inflammatory  cytokines,  and  altogether would propitiate  the development of  an  anti‐tumor 









a  regulated manner.20,23,24 Excessive chemical or physical  injury  to  the cell  results  in  this cell 
death modality. Necrotic cells are characterized by cytoplasm swelling, destruction of organelles 
and  uncontrolled  rupture  of  the  plasma membrane,  leading  to  the  release  of  intracellular 
contents and pro‐inflammatory molecules, which leads to an acute inflammatory response.11  
Photochemical damage of cells can also lead to cell death by autophagy. Whole organelles and 









observed  that  injection  of  crude  preparations  of  hematoporphyrin  led  to  fluorescence  of 










After  the  first clinical  trial  in 1976, numerous studies have contributed  to promote PDT as a 
reasonable  treatment  option  in  malignant  skin  lesions,  Barret  esophagus,  unresectable 
cholangiocarcinoma, head and neck cancer or  lung cancer. However, for other tumors, only a 

















first  book  about  nanotechnology.  From  1990s  this  field  has  incredibly  expanded  and  has 
revolutionized other areas of science, from physics to medicine.  
Generally  speaking,  the main  goal  of  drug  vehiculization  into  nanocarriers  or  drug  delivery 
systems is to reduce therapy associated side effects and improve bioavailability, thereby leading 
to  a higher  efficacy of  the drug with  a decreased overall  toxicity. Additionally, nanocarriers 
protect  the  drug  from  premature  degradation  and  from  interactions  with  the  biological 











intracellular  uptake,  blood  circulation  times,  or  their  clearance  through 
reticuloendothelial  system.  The  optimization  of  these  parameters  during  synthetic 
procedures can result  in promising delivery systems. For  instance, NP surface can be 
modified either with certain polymers such as chitosan or poly‐(ethylene glycol) (PEG) 





were developed although most of  them  suffered  from a high degree of hydrophobicity and 
reduced tumor selectivity. The lack of aqueous solubility hinders their systemic administration 
and also provokes their aggregation in this media, which leads to a loss of their photophysical 
properties, for  instance, a decrease  in 1O2 formation.37 Thus, NPs have risen as an  interesting 
option to overcome the limitations of classic PSs over last years.  
A  nanocarrier  should meet  a  series  of  characteristics.  The  ideal  delivery  system  should  be 
biodegradable, have a small size and a high loading capacity, be stable, non‐immunogenic and 












delivery  of  PSs.  The  first  studies  with  entrapped  Hematoporphyrin  or  9‐(glutamic  acid 
glutarylamide)‐2,7,12,17‐tetrakis(methoxyethyl)porphycene  in  liposomes  showed  that  the 
concentration ratio of the PS between tumor and peritumoral tissue  increased by a factor of 
three with  liposomal delivery.39,40 Multiple  studies have  later evaluated  the  incorporation of 
several PSs  into different types of  liposomal  formulations and their phototoxic activity.41 Oil‐
emulsions,  commonly based on  the  surfactant Cremophor EL  (CR), were also  tested  for  the 
encapsulation of PSs. Although CR emulsions have been proven  to be  suitable and efficient 
vehicles  for  hydrophobic  PSs,  they  can  produce  acute  anaphylactic  reactions  after  their 
parenteral administration in some patients,42–45 which hinders their use as delivery vehicles.  
Biodegradable polymeric NPs, based on either natural or  synthetic biodegradable polymers, 





Some  early  investigations  with  hematoporphyrin,  phthalocyanines  or  meso‐
tetra(hydroxyphenylchlorine) (mTHPC) entrapped in NPs of poly(isobutylcyanoacrylate) and its 
derivatives gave encouraging results regarding the efficiency of the PDT treatment.35 In another 
study  comparing  two  different  formulations  of  hexadecafluoro  Zn(II)‐phthalocyanine  in 
polylactide NPs  or  CR  suspensions  in  EMT‐6  tumor‐bearing mice,  PDT with  polylactide NPs 
yielded a 100% tumor regression against only 60% with the CR emulsion, thus showing promise 
to replace CR emulsions.47 





biodegradable  NPs  are  their  simple  modification  of  size,  shape  and  porosity  during  their 
synthetic  process,  as well  as  their  stability  over  temperature  and  pH  fluctuations.37  These 
nanocarriers,  like  biodegradable  NPs,  can  be  designed  as  multifunctional  platforms  for 





vast  range of non‐biodegradable NPs,  some of  the most  studied  in  the PDT  field have been 
polyacrylamide  NPs,48  silica‐based  NPs,49  gold  NPs,50  fullerenes,51  or  upconversion  NPs.52 
Moreover, some of these nanomaterials have significant optical properties which promote their 
use as PSs themselves. For instance gold NPs have unique optical properties due to their surface 










Among  the  synthetic  polymers,  the  ‐hydroxy)‐polyesters  polylactide  (PLA),  polyglycolide 
(PGA), and specially their copolymer poly‐(lactide‐co‐glycolide) (PLGA) have generated a strong 




































drug or erosion of the matrix, the main mechanism being  the  faster of the  two. Rapid  initial 
release or “burst” release  is generally attributed to the fraction of drug which  is adsorbed or 
weakly  bound  to  the  surface  of NPs.  The  subsequent  exponential  release  rate  observed  is 








to  37  ᵒC  suggests  that NP uptake  is mediated by  endocytosis.59,62 Moreover,  another  study 
employing  Raman  spectral  imaging  as  a  non‐invasive  technique  showed  that  HeLa  cells 
presented intracellular PLGA inclusions after 2 h of incubation, supporting the internalization of 




the  endocytic  process,62  although  there  is  evidence  that  NPs  may  escape  endo‐lysosomal 
degradation  and  may  be  trafficked  to  other  relevant  subcellular  compartments  after 






encapsulate  hydrophilic  but  especially  lipophilic  drugs,  has  promoted  the  research  on  the 
benefits of PS incorporation into these nanodelivery systems. In a series of publications, Konan 
et al. reported the encapsulation of meso‐tetra(4‐hydroxyphenyl)porphyrin (p‐THPP) in NPs of 
PLGA  50:50,  PLGA  75:25  and  PLA.  They  observed  that  polymer  composition  did  not  affect 












of  different  size  suggesting  that  location  and  aggregation  states  of  entrapped m‐THPP was 
dependent  on  NP  size.38  McCarthy  et  al.  showed  that  the  encapsulation  of  meso‐
Introduction 
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These  results  emphasized  that  quenching  of  PS  excited  state  inside  the  NP  could  be 
advantageous for preventing healthy tissue damage as long as the NPs are internalized and the 






decrease  in  intensity  as well  as  a  bathochromic  shift  of  the Q  bands  for  entrapped  BChl‐a 
compared  to  BChl‐a  in  solution,  as well  as  a  bathochromic  shift  in  fluorescence  spectrum. 
However,  they did not attribute  these spectroscopic changes  to  the  formation of aggregates 
since the fluorescence quantum yield was the same for free BChl‐a and entrapped BChl‐a, and 
1O2  quantum  yield,  measured  by  indirect  methods,  was  also  comparable  between  both 
systems.69  
Differing  from  the previous PSs, a study conducted by Da Silva et al. encapsulating 0.21% of 
In(III)‐tetraphenylporphine  (InTPP)  into  sub‐200  nm  PLGA NPs  reported  that  InTPP was  not 
aggregated since absorption and emission spectra of  the entrapped  InTPP did not show any 
spectroscopic  differences  compared  to  free  InTPP  in  a  non‐polar  solvent.  It was  also more 
efficient  in  inducing  cell  death  than  free  InTPP  in  human  prostate  carcinoma,  mainly  by 
apoptosis. This increase was attributed to an observed higher uptake of encapsulated InTPP as 





































of which  being  poly‐(ethylene  glycol)  (PEG),  is  efficient  in  preventing  their  rapid  uptake  by 
macrophages,  and  hence,  in  lengthening  their  circulation  time.76  Therefore,  long‐circulating 







as  long circulating nanodevices and have already been evaluated  for PDT.60,78,79 First  studies 
were  related  to  the encapsulation of ZnPc16  into PEGylated PLA NPs or  into Chremophor EL 
emulsions and the comparison of their photodynamic properties.80 In other subsequent works, 
in addition to phototoxicity studies  in vitro or  in vivo, the photophysical characteristics of the 
PEGylated  nanosystems  were  evaluated.81,82  Recently,  PLGA‐PEG  NPs  encapsulating  ZnPc, 
combined with gold NPs and an immunostimulating agent were developed as a multifunctional 























from batch  to batch, which  limits  their efficiency as  targeting molecules.84 Therefore, other 
active targeting strategies involving smaller ligands, such as aptamers, proteins, peptides or folic 
acid, have been studied. The direct conjugation of some PSs to these biomolecules has afforded 
some  promising  results,  for  instance  Ce6‐aptamer  conjugates  yielded  a more  than  500‐fold 
increase in phototoxicity than the free Ce6 in cells overexpressing the specific targeted antigen.86  
 
Translation of  the active  targeting  strategy  to nanovehicles has  resulted  in  several  targeted 
delivery  systems  for  PDT.  Interestingly, most  of  these  studies  have  reported  an  increased 
phototoxic effect exerted by the targeted vehicles, although  it seems that  its extent depends 















 Development of passive  targeting nanoparticle  formulations  for entrapping  lipophilic 
photosensitizers  and  evaluation  of  their  physicochemical,  photophysical  and 
photodynamic properties in vitro 
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This chapter describes  the common photophysical  techniques, general  synthetic 
procedures  as well  as  analytical  techniques  that have been employed over  this 
work.  The  general  methodology  for  preparation  of  nanoparticles  and  the 















Absorption  spectra  were  recorded  on  a  double  beam  Varian  Cary  6000i  UV‐vis‐NIR 
spectrophotometer  (Agilent  Technologies,  Santa  Clara,  CA,  USA).  In  order  to  remove  the 
scattering baseline when measuring the absorption spectra of PSs entrapped or conjugated to 
the  NPs,  a  spectrum  of  a  suspension  of  blank  NPs  of  the  same  dilution was  subsequently 






















upon  pulsed  irradiation  of  a  sample.  These  species  formed  upon  light  absorption  can  be 
monitored  through  changes  in  the  signal  intensity  of  an  analyzing  beam  (for  absorption 
spectroscopy) or  through photon emission  (in  the  case of  fluorescence or phosphorescence 
spectroscopy), in all cases the detection being temporally resolved. 





therefore  the detectors employed are commonly photomultiplier tubes  (PMTs). Of the  three 
photon counting techniques existing, namely gated photon counting (GPC), multichannel scaling 




This method  is common for time‐resolved fluorescence measurements and  it  is based on the 
precisely timed registration of the first single photon arrival to the detector from the emitting 







convolution  of  the  “real”  fluorescence  decay  with  the  instrumental  response  factor  (IRF). 
Measurement  of  the  IRF  is  achieved  by  placing  some  scattering  medium  at  the  sample 


































The  luminescence  exiting  from  the  side  of  the  cuvette was  filtered  by  a  cold mirror  and  a 
bandpass filter of the appropriate wavelength‐1220, 1275 or 1325 nm (Spectrogon AB, Täby, 
Sweden).  A  TE‐cooled  Hamamatsu  near  IR  photomultiplier  (model  H9170‐45,  Hamamatsu 




















      (Eq. 2.2) 






to  the  signal obtained at a wavelength where  the  triplet  state of  the photosensitizer emits, 
typically at 1110 nm: 




























oscilloscope. The energy of  the  laser pulse was varied by controlling  the Q‐switch delay and 
measured with a pyroelectric energy meter (RJP 735 and RJ 7610) from Laser Precision Corp. 
The  system  was  controlled  by  the  in  house‐developed  LKS  software  (LabView,  National 
Instruments). 
 




two‐step  synthetic procedure  involving amide  coupling  chemistry  in  the  first  step and Cu(I)‐
catalyzed azide‐alkyne cycloaddition (CuAAC) click chemistry in the second step. The reader is 




PLA was coupled either directly  (cRGD‐PLA) or  through a PEG  spacer  (cRGD‐PEG‐PLA)  to  the 

























Ultra‐High  Performance  Liquid  Chromatography  (UHPLC)  was  performed  for  checking 
completeness  of  reactions  and  assessing  qualitatively  the  adequacy  of  the  purification 
procedure. 
UHPLC was carried out with a ThermoScientific Hypersil GOLD column (50 x 2.1 mm, particle size 









Conventionally,  two  groups  of  techniques  for  NP  formation  have  been  reported:  the  first 
involves polymerization of monomers while the second is based on the dispersion of preformed 
polymers.  Some  of  the  techniques  in  the  second  classification  group  include  salting‐out, 
emulsification‐diffusion,  emulsification‐evaporation,  or  nanoprecipitation.  The  advantage  of 
Chapter 2 
36 












preparation. NP  formation  is explained by  solvent diffusion  from  the organic phase  into  the 
aqueous phase, which produces polymer chain aggregation to form NPs.7 The reader is referred 
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medium  in  presence  of  10%  FBS  (the  same  concentration  supplied  to  cultured  cells).  NP 
suspension was diluted to a final PS concentration of 10 M in supplemented culture medium 
with a 10% FBS. These suspensions were incubated for various times at 37 ᵒC at 400 rpm in a 
Termomixer  Comfort  equipped with  an  exchangeable  thermoblock  for  15 mL  falcon  tubes 
(Eppendorf AG, Hamburg, Germany). After certain time, an aliquot of 700 L was removed, put 
in ice to stop the interaction, and centrifuged at 6400xg for 15 min, at 4 ᵒC (Hermle Z 233 M‐2 
Microliter  centrifuge,  HERMLE  Labortechnik  GmbH,  Germany).  The  pellet,  containing  NP 
aggregates,  was  discarded  and  an  aliquot  of  the  supernatant  was  diluted  in  DMSO 








In  Chapter  5  experiments  were  performed  with  Human  U‐87  MG  glioblastoma  (ECACC‐
89081402), which is one of the most overexpressing v3 integrin receptor‐cell lines.8 Both of 








(v/v)  Penicillin,  seeded  in  T‐75  flasks  and  allowed  to  grow  up  to  80%  confluence  before 
subculturing. Both cell lines were grown at 37 ᵒC in a humidified sterile atmosphere of 95% air 
and 5% CO2.  





Cellular  uptake  of  the  PS‐loaded NPs was  determined  by  fluorescence  spectroscopy  of  the 
incubated cells (Chapter 5). 
U‐87 MG cells were seeded in 96‐well plates in a density of 10000 cells/well and allowed to grow 






been  internalized  but  not  completely  degraded were  dissolved  completely  and  their  cargo 
completely released for quantification. Fluorescence spectra of the samples were recorded in a 
SynergyMxTM or Synergy H1 Hybrid microplate reader (BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, 
USA).  Fluorescence  intensity was  normalized  by  determining  the  protein  content  per  each 
sample  by  the  Bicinchoninic  acid  (BCA)  assay  (Thermo  Scientific™Pierce™,  Thermo  Fisher 

































to  achieve  the  intended  light  fluence.  Cells were  again  incubated  for  24  h  in  the  dark  and 
reduction  in  cell  viability was  determined  by  the MTT  assay.  Briefly,  remaining  cells were 












Time‐resolved  phosphorescence  detection  of  1O2  in  cell  suspensions was  assessed with  the 















known  1O2 quencher,10  to  further  confirm  the  presence  of  1O2;  3)  after  the measurements, 
centrifugation of cell suspensions at 5000  rpm  for 12 min at  room  temperature  followed by 












































The use of drug delivery  systems  for PSs  to  improve  their  solubility  in aqueous 
medium  is  being  extensively  explored.  PLGA  or  PEG‐PLGA  NPs  are  favorable 
nanocarriers thanks to their biodegradable and biocompatible properties as well as 
their ability to  incorporate hydrophobic drugs, among others. In this chapter, we 
have  investigated  the  role of  the PLGA matrix  as well  as of  the  additional PEG 
coating on  the physicochemical and  specially photophysical and photobiological 
properties  of  the  encapsulated  PSs.  We  have  also  compared  the  role  of  the 


































Much attention has  recently been given  to PLGA NPs as delivery vehicles  for PDT, since  this 
polymer is biodegradable, biocompatible, non‐immunogenic, and it has been approved by the 




PLGA  NPs  attractive  as  nanocarriers  for  photosensitizing  agents,  and  have  therefore  been 
evaluated  in terms of their photodynamic activity10 as well as  in terms of their photophysical 
aspects.11,12 However, the influence of the coating polymer on the photophysical properties of 








delivery vehicles  for Zn(II)‐tetraphenylporphine  (ZnTPP)  (Scheme 3.1) was performed. ZnTPP 
was chosen since it is a model of a hydrophobic PS and its encapsulation in other delivery agents, 
















Poly‐(ethylene  glycol)‐block‐poly‐(D,L‐lactide‐co‐glycolide)  (PEG‐PLGA), with  PEG Mn  5000,  5 
wt% PEG (RGP d 5055) or 15 wt% PEG (RGP d 50155), and molar ratio D,L‐lactide:glycolide 50:50, 














Dulbecco's  phosphate‐buffered  saline  (PBS  1x)  and  3‐[4,5‐dimethylthiazol‐2‐yl]‐2,5‐


























were  recorded on a Varian Cary 6000i UV‐vis‐NIR  spectrophotometer  (Agilent Technologies, 
Santa Clara, CA) for ZnTPP or in a Synergy H1 Hybrid microplate reader (BioTek Instruments, Inc., 


















To determine  the  intracellular  localization of ZnTPP encapsulated  in PLGA or PEG‐PLGA NPs, 
endocytic compartments of HeLa cells were labeled with the fluoroprobe LysoTracker Green (50 
nM, Molecular  Probes,  Eugene, Oregon, USA)  in  the  culture medium  at  37  ᵒC  for  30 min. 











fixed with methanol at  ‐20  ᵒC for 5 minutes, stained with Neutral red  (NR; Panreac Química, 
Spain; 0.5% in distilled water, 2 min) for analysis of general morphology, or with Hoechst‐33258 
(H‐33258;  Sigma‐Aldrich;  5  g/ml  in  distilled water,  3 min)  for  visualization  of  DNA.  After 
washing and air drying, preparations were mounted in DePeX (Serva, Heidelberg, Germany).  
For  indirect  immunofluorescence detection of cytochrome c, cells on coverslips were fixed  in 













ZnTPP  was  encapsulated  in  bare  or  PEG‐decorated  PLGA  NPs,  following  a  modified 
















PLGA  114 ±  5  0.10 ± 0.01  ‐45 ± 2  ‐  ‐  ‐ 
ZnTPP / PLGA 
(0.8% ZnTPP, w/w)  115 ± 4  0.10 ± 0.02  ‐44 ± 1  0.6 ± 0.1  73 ± 4  41 ± 2 
5% PEG‐PLGA  72 ±  1  0.13 ± 0.01  ‐32  ± 7  ‐  ‐  ‐ 
ZnTPP / 5% PEG‐PLGA  
(0.8% ZnTPP, w/w)  71 ± 1  0.10 ± 0.01  ‐27  ± 1  0.6 ± 0.1  68 ± 2  43 ± 2 
10% PEG‐PLGA  58 ± 18  0.19 ± 0.07  ‐23 ± 7  ‐  ‐  ‐ 
ZnTPP / 10% PEG‐PLGA 
(0.8% ZnTPP, w/w)   52 ± 6  0.26 ± 0.12  ‐19 ± 5  0.7 ± 0.1  81 ± 4  45 ± 2 
15% PEG‐PLGA 
58 (65%) 
500 (35%)  0.41 ± 0.02  ‐20 ± 0.3  ‐  ‐  ‐ 
PpIX / 10% PEG‐PLGA 





































out at  this  stage. Hereafter  the  term PEG‐PLGA NPs  refers  to NPs  containing 10% PEG. The 
elimination of ZnTPP can be attributed to the formation of large aggregates of PLGA NPs that 
precipitate as a consequence of their interaction with FBS proteins. This experiment also shows 

























of ZnTPP entrapped  in  the NPs or  solubilized  in  the organic  solvent. THF dissolves  the PLGA 
polymer and causes the release of all the ZnTPP content  into the organic solvent, where  it  is 
completely soluble.  
Figure 3.2. Absorption (a) and emission spectra (b) (ex: 556 nm) of 3 M ZnTPP in PLGA ( ) and 






























































The  aforementioned  hypotheses  were  confirmed  by  fluorescence  quantum  yield 
measurements. ZnTPP in both types of NPs showed the same fluorescence quantum yield than 






































































ZnTPP toluenea  0.033  2.0 ± 0.2  100  ‐  ‐ 







Quenching  of  3ZnTPP*  by  oxygen  led  to  the  production  of  the  cytotoxic  species  1O2  as 

















Conversely,  observation  of  NIR  time‐resolved  phosphorescence  at  1275  nm  of  aqueous 
suspensions  of  PpIX‐loaded  PEG‐PLGA  NPs  did  not  yield  the  characteristic  rise‐and‐decay 
function of 1O2 kinetics, but rather a decay function (Figure 3.5) which could be fit with Eq. 2.3, 





















































  air  O2  air  O2 
1 (s)  5.0 ± 0.5  4.0 ± 0.1  1.6 ± 0.3  1.3 ± 0.2 
T1 (s)  92 ± 8  45 ± 3  18 ± 1  3.5 ± 0.3 
2 (s)  14 ± 2  13 ± 2  5.0 ± 0.3  4.8 ± 0.3 
T2 (s)  219 ± 10  20 ± 1  79 ± 6  43 ± 2 
3 (s)  ‐  ‐  12 ± 1  10 ± 1 

















PpIX NPs in DMSO




































































  20 ᵒC  37 ᵒC  55 ᵒC  20 ᵒC  37 ᵒC  55ᵒC 
1 (s)  5.0 ± 0.5  4.4 ± 0.4  2.9 ± 0.5  6.0 ± 1.0  4.0 ± 0.1  1.4 ± 0.3 
T1 (s)  92 ± 8  36 ± 3  14 ± 1  110 ± 15  41 ± 5  15 ± 1 
2 (s)  14 ± 2  4.4 ± 0.4  ‐  16 ± 1  4.0 ± 0.1  ‐ 
T2 (s)  219 ± 10  78 ± 7  ‐  265 ± 18  99 ± 18  ‐ 
            
ZnTPP‐PEG‐PLGA  [NaN3] = 0  [NaN3] =10 mM 
  20 ᵒC  37 ᵒC  55 ᵒC  20 ᵒC  37 ᵒC  55ᵒC 
1 (s)  1.6 ± 0.3  2.1 ± 0.4  2.7 ± 0.5  0.4 ± 0.3  0.2 ± 0.1  <0.2 
T1 (s)  18 ± 1  12 ± 1  10 ± 2  15 ± 1  8.1 ± 2.2  10 ± 2.2 
2 (s)  5.0 ± 0.3  4.4 ± 0.7  2.7 ± 0.5  4.0 ± 1  5.3 ± 0.6  <0.2 
T2 (s)  79 ± 6  37 ± 4  22 ± 4  91 ± 14  49 ± 4  22 ± 4 
3 (s)  12 ± 1  4.4 ± 0.7  ‐  12 ± 1  5.3 ± 0.6  ‐ 

















revealed  important differences with respect  to  the aqueous suspension of  the NPs. For bare 
PLGA, only one of the previously observed two 1O2 populations could now be detected and  it 



























PLGA NPs PEG-PLGA NPs
Time (s)
H2O suspensionsH2O suspensions




mM NaN3 and  the only effect of solvent deuteration was  to slightly  increase  its  intensity.  In 












concentrations are 1 M ( ), 5 M ( ) and 10 M ( ). Plain circles ( ) represent cell controls incubated 
only with  complete  growth medium.  Panel  B. HeLa  cells  viability  as  a  function  of  light  fluence  after 













































The  results  below  (Subsections  3.3.9.  and  3.3.10.)  were  obtained  by  Dr.  Acedo  and  Dr. 























































that ZnTPP‐loaded PEG‐PLGA  induced apoptotic  cell death more effectively  than ZnTPP‐loaded PLGA. 





















polymer. Coating  their surface with 5% or 10% PEG chains  led  to a decrease  in  their size, as 
previously observed,16,26  and  to  a  less negative  zeta potential. However,  increasing  the PEG 













(m‐THPP)  in  PLGA  shows  large  red  shifts  and  an  important  reduction  of  intensities.6  This 
indicates that the chemical properties of the PS exert a profound  influence on  its  interaction 
with PLGA.  
Time‐resolved  fluorescence  and  triplet‐triplet  absorption  revealed  different  populations  of 
ZnTPP  in  the NPs  (Table  3.2).  Thus,  two different populations were  identified  in bare PLGA 
whereas  in  PEG‐PLGA  a  third  population  could  also  be  detected.  The  long  triplet  lifetimes 









enter  the NPs, probably due  to electrostatic  repulsion by  their negative  surface charge. The 
situation is slightly different for PEGylated NPs, in which the zeta potential is less negative and 
we see quenching of the third population. We therefore tentatively assign this population to 1O2 











Figure  3.5.  This  observation  points  out  that  it  may  not  be  indispensable  to  keep  the  PS 
photoactive inside its vehicle to produce a phototoxic effect, as long as the PS is released to the 
cells before light irradiation.  




















The  situation  for  PEGylated  NPs  is  much  different.  The  slow  decay  observed  in  aqueous 















percentage  of  apoptotic morphology  24  h  after  irradiation,  characterized  by  cell  shrinkage, 




used, as evidenced by  its  co‐localization with  Lyso Tracker Green  (Figure 3.9).40,41 The  same 
localization has been previously observed for ZnTTP delivered using liposomes.13 Lysosomes are 
the  final  destination  for many macromolecules  and  PSs  taken  up  by  endocytosis  from  the 
extracellular space and  from the cell surface.42 Once again, the results are  inconclusive as to 
whether NP internalization or ZnTPP release occurs first. 
After  the  photodynamic  treatments,  cytochrome  c  was  released  from  the  mitochondrial 
compartment to the cytosol in cells with condensed and fragmented chromatin (Figure 3.11). 
This increase in mitochondrial membrane permeability must therefore be held responsible for 
















in  inducing  cell  death  upon  exposure  to  light.  ZnTPP  delivered  by  both  types  of  PLGA NPs 
localizes in lysosomes and kills cells mainly by apoptosis.  
On the other hand, we have also evaluated the physicochemical and photophysical properties 
of  the  clinically  approved  PS  PpIX  entrapped  in  PEGylated  PLGA NPs. Unlike  ZnTPP,  PpIX  is 
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The  results  presented  along  the  previous  chapters  deal  with  the  study  of  biodegradable 
polymeric NPs  as  delivery  vehicles  for  PDT.  Specifically, we  have  explored  the  (‐hydroxy)‐
































O2 diffusion  is hampered and 1O2  is  largely confined  (Scheme 6.1), as evidenced by  the  long 
triplet state and 1O2 lifetimes. PEGylation of the NP results in an additional yet more accessible 



















Ppa become completely aggregated. A  similar pattern had been previously observed  for  the 
encapsulation  of metallated  and  free‐base  porphyrins  into  liposomes,8  concluding  that  the 
presence of the metal central ion in the porphyrin structure prevented the formation of large 
aggregated  supramolecular  structures  and  consequently  favored  a  higher  percentage  of 













Delivery  vehicles  in  PDT  initially  emerged  as  a  means  of  overcoming  water  solubility  and 







an  important  phototoxic  effect  in  U‐87  MG  cells,  corroborating  that  the  key  step  is  the 
intracellular delivery of the PS in monomeric form. Indeed, some approaches such as molecular 
beacons  to  keep  the  PS  inactive  until  it  reaches  its  intracellular  target  are  currently  under 






of  the PS on  its  location  in  the NP and  its  influence on  the properties of  the NP suspension. 
Conjugation  of  the  hydrophobic  ZnTPP  and  the  hydrophilic  ZnTriMPyP  to  PLGA  was 














evidences  that  most  of  these  studies  have  relied  on  the  assumption  that  the  physically 
entrapped fluorophore used to track the NP would remain entrapped during cell internalization 
and would be indicative of the NP fate inside the cell, without considering that the fluorophore 
might  actually  leak  from  the  NP  and  follow  an  independent  pathway  of  internalization. 
Therefore, it may be advisable to covalently conjugate the fluorophore labels to the NPs to be 
sure  that  the  fluorophore  remains  attached  to  the  NP  and  reports  its  trafficking.  Two 
publications have addressed this issue comparing the uptake of PLGA and PEG‐PLGA NPs with 

















































rare.  3rd  generation  PSs  have  been  designed  with  the main  goals  of  overcoming  aqueous 
solubility and enhancing selectivity  for  the diseased  tissue. Although  relevant advances have 
been  made  in  this  field,  resulting  in  clinically  approved  formulations  (Foslip®  and 






bare or PEGylated. Targeted NPs  should also be better  characterized  regarding  their uptake 
mechanism as  it might depend on the target receptor,27 and the optimization of the vehicles 
might consider trying to avoid their non‐specific internalization. Future work is also necessary 
to ascertain  if  the comparable phototoxicity achieved by non‐targeted vehicles despite  their 
lower drug delivery is due to a different subcellular localization of the PS or if there are other 
processes involved.  
Additional  selectivity  of  the  delivery  systems  seems  to  be  linked  to  the  development  of 
activatable PSs, which comprise the use of scaffolds for quenching the photophysical properties 
of the PS but which become degraded  in contact with specific enzymes present  in the target 
tissue.12,28  Similarly,  the  development  of  photo‐triggered  nanocarriers29 which  can  become 
activated by a photo‐isomerization30 or by light‐to‐heat conversion in gold NPs31 are only a few 
examples of this innovative and expanding field.  
Another strategy  to  improve PDT efficacy  is  its combination with other anticancer  therapies. 
One of  the most  relevant approaches  is PCI, a  treatment modality  that exploits  the damage 
exerted by a PS in lysosomal membranes to translocate other drugs from the endo/lysosomes 
to the cytosolic space. Various studies have reported the benefits of this therapy in multi‐drug 



















































































































vehicles  for hydrophobic  photosensitizers  in photodynamic  therapy. Addition of  the 
copolymer  poly‐(ethylene  glycol)‐poly‐(D,L‐lactide‐co‐glycolide)  (PEG‐PLGA)  enhances 
their stability  in biological medium,  increases the permeability of the nanoparticle to 
oxygen,  the  release  of  the  photosensitizer  into  the  cell,  and  the  phototoxic  effect 
exerted by the photodynamic drug on HeLa cancer cells. 
2. Unlike other  vehicles,  singlet oxygen  generated within PLGA  and  to  a  lesser extent, 
within  PEG‐PLGA  nanoparticles,  remains  confined  within  it,  which  keeps  the 
photodynamic  drug  harmless  until  it  is  released  from  the  nanoparticles.  Therefore 
fulfilment of the phototoxic potential of the drug requires its previous release from the 
nanoparticles. 
3. The  chemical  structure  of  the  photosensitizer  determines  its  state  inside  the  PLGA 
nanoparticles. Thus, metallated porphyrins are entrapped in monomeric form, whereas 
free‐base  porphyrins  and  chlorins  aggregate within  the  nanoparticle, which  further 
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